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Peles alógenas humanas são utilizadas como curativos biológicos temporários em feridas 
severas, levando à cicatrização precoce da lesão e redução da taxa de mortalidade desses 
pacientes. Aloenxertos, entretanto, enfrentam problema de limitada disponibilidade de doador 
cadáver e de presença de potenciais patógenos no tecido. Além disso, os pacientes receptores 
tendem a estar imunodeprimidos e, dessa forma, as peles alógenas devem passam por um 
tratamento antimicrobiano a fim de evitar a transmissão desses patógenos. O tratamento 
realizado atualmente não tem se mostrado efetivo, existindo uma elevada taxa de descarte por 
contaminação bacteriana nas peles alógenas. Diversos bancos de pele enfrentam o problema 
de descarte por contaminação bacteriana e não existe uma padronização do tratamento a ser 
realizado. Estudos mostram que as bactérias são suscetíveis aos antimicrobianos utilizados, 
entretanto essas não estão sendo eliminadas das peles alógenas. Fatores como a formação de 
biofilme podem estar levando ao aumento da tolerância aos antimicrobianos, uma vez que 
bactérias nesse estado apresentam de 10 a 1000 vezes mais tolerância aos antimicrobianos em 
relação ao estado planctônico. O presente trabalho buscou verificar se a formação de biofilme 
por bactérias isoladas de peles alógenas reduz a susceptibilidade a antimicrobianos 
interferindo na eficiência dos processos já estabelecidos para tratamento antimicrobiano do 
Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do Hospital Santa Casa de Misericórdia de Porto 
Alegre – RS. Através do método de cristal violeta foi possível observar que, dentre as 216 
bactérias isoladas de peles alógenas analisadas, 204 (94,45%) foram formadoras de biofilme 
em algum grau de aderência e 12 (5,55%) não foram produtoras de biofilme. Dentre as 
formadoras de biofilme, 117 (54,17%) produziram biofilme fortemente aderente. Os valores 
de concentração inibitória mínima (MIC) variaram de <1 a 128 µg/mL para o antimicrobiano 
penicilina, de <1 a 4 µg/mL para tetraciclina e de <1 a 8 µg/mL para gentamicina dentre os 12 
isolados bacterianos analisadas. Os resultados obtidos para MBIC mostraram um aumento de 
pelo menos 512 vezes em relação ao MIC para todos os antimicrobianos testados, assim como 
aconteceu entre os valores de MBEC e MBIC.  Esses resultados corroboram com a hipótese 
de que a formação de biofilme seja um dos fatores que possa estar aumentando a tolerância 
antimicrobiana desses micro-organismos. Dessa forma, a elaboração de tratamentos para 
bancos de pele deve levar em consideração a presença de bactérias no estado de biofilme e 
utilizar metodologias adequadas à sua eliminação. 
  




Human skin allografts are used as temporary biological coverage on severe wounds, leading 
to early lesion healing and reduction of mortality of these patients, among other benefits. 
Allografts, however, face a problem of limited availability of cadaveric donors and the 
presence of potential pathogens in the tissue. Receptor patients tend to be immunodepressed, 
thus allograft skin should undergoes antimicrobial treatment in order to avoid the transmission 
of these pathogens. The current treatment has not been shown to be effective, and there is a 
high discard rate due to bacterial contamination in these allograft skins. Several skin banks 
face the problem of disposal by bacterial contamination and there is no standardization of the 
treatment to be performed. Studies show that bacteria are susceptible to the antimicrobials 
used; however they are not being eliminated from allograft skin. Factors such as biofilm 
formation may be leading to an increased antimicrobial tolerance, since bacteria in this state 
have 100 to 1000 times greater antimicrobial tolerance than planktonic state. The present 
work aimed to investigate if the biofilm formation by bacteria isolated from allograft skins 
reduces the antimicrobial susceptibility, interfering in the efficiency in the processes already 
estabilished as antimicrobian treatment of Skin Bank Dr. Roberto Corrêa Chem from Hospital 
Complex Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre – RS. Through the violet crystal 
method it was possible to observe that among 216 bacteria isolated from allergic skin 
analyzed, 204 (94.45%) formed a biofilm in some degree of adhesion and 12 (5.55%) were 
not biofilm productors. Among the bacteria able to produce biofilm, 117 (54.17%) produced a 
strongly adherent biofilm. Minimun inhibitory concentration (MIC) values ranged from <1 to 
128 μg/mL for antimicrobial penicillin, <1 to 4 μg/mL for tetracycline and <1 to 16 μg/mL for 
gentamicin amidst 12 bacterial isolates. The results obtained for MBIC showed an increase of 
at least 512 times in comparison to MIC for all the antimicrobials tested, as well as between 
MBEC and MBIC values. These results corroborate with the hypothesis that biofilm 
formation is one of the factors that are increasing the antimicrobial tolerance of 
microorganisms. Therefore, an elaboration of treatments for skin banks should should take 
into account the presence of bacteria in the biofilm state and use appropriate methodologies 
for their elimination. 
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 
1.1. ALOENXERTO DE PELE E BANCO DE PELE 
 
Enxertos de peles alógenas humanas são realizados em todo o mundo (Johnston et al., 
2016) para promover o fechamento temporário de feridas crônicas e de queimaduras de 
segundo e terceiro grau (Pirnay et al., 2012). Dessa forma, o aloenxerto de pele tem grande 
importância no tratamento de pacientes queimados, uma vez que leva a cicatrização precoce 
de lesões, reduzindo a incidência de sepse e as taxas de mortalidade, sendo capaz de salvar a 
vida desses pacientes (Obeng et al., 2001; Pianigiani et al., 2010). O uso de peles alógenas 
humanas na enxertia apresenta vantagens mecânicas, fisiológicas e psicológicas (Obeng et al., 
2001). Ao atuar como uma barreira mecânica e biológica (Pirnay et al., 2012), leva a redução 
da perda de água, eletrólitos, proteínas e calor através da ferida (Obeng et al., 2001; Pianigiani 
et al., 2010; Pirnay et al., 2012). Promove também uma menor taxa de infecção e menor 
frequência da troca de curativos, bem como analgesia (Pianigiani et al., 2010; Pirnay et al., 
2012), melhorando, inclusive, o bem-estar psicológico do paciente receptor (Obeng et al., 
2001). 
O aloenxerto de pele humana é frequentemente obtido de doadores mortos (Pirnay et 
al., 2012), sendo que no Brasil é exclusivamente realizado dessa forma (Brasil, 2016). 
Mostra-se como uma forma economicamente mais viável quando comparado as outras fontes 
de enxertos de pele, como o uso de aloenxerto amniótico, xenoenxerto de suínos, de produtos 
cultivados ou outros curativos biológicos, quanto a disponibilidade, facilidade de uso, 
durabilidade do tecido, velocidade de aderência e potencial de antigenicidade. Seu uso, 
contudo, apresenta obstáculos que limitam a sua disponibilidade, como a falta de doador 
cadáver e a presença de potenciais patógenos no tecido (Obeng et al., 2001). 
Tendo em vista que os pacientes receptores, como queimados, tendem a estar com 
depressão imunológica, é preciso ter cuidado com a possibilidade de transmissão de agentes 
infecciosos viáveis através de aloenxerto de pele (Obeng et al., 2001; Pianigiani et al., 2010). 
Como consequência disso, peles alógenas humanas são sempre armazenadas em bancos de 
pele a fim de garantir um maior controle de qualidade e segurança (Pirnay et al., 2012; Singh 
et al., 2016). Normas e diretrizes na aquisição e no uso de pele de doador cadáver são 
estabelecidas por legislações internacionais, como Food and Drug Administration (FDA) e 
American Association of Tissue Banks (AATB), e nacionais, como Ministério da Saúde e 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (Mathur et al., 2006; Passos, 2011). 
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Amostras do tecido devem ser obtidas, antes e após qualquer processamento, para pesquisa de 
patógenos aeróbios, anaeróbios e fungos em exames microbiológicos (Passos, 2011).  
O principal motivo de descartes em banco de tecidos é a contaminação bacteriana 
(Obeng et al., 2001; Pianigiani et al., 2010; Pirnay et al., 2012; Matioski et al., 2015; Gaucher 
et al., 2016). A fonte da contaminação, todavia, é diversa, podendo ser endógena, ou seja, da 
microbiota do doador (Pitt et al., 2014), ou exógena, originada do ambiente mortuário, da 
equipe de recuperação do tecido (Pitt et al., 2014); ou do ambiente cirúrgico que possui 
microbiota própria (Silva et al., 2002). Dados da literatura mostram bactérias do gênero 
Staphylococcus e Bacillus sp. como as mais frequentes em tecidos de doadores (Ibrahim et al., 
2004) e a presença de Staphylococcus sp.e Micrococcus sp. em salas de cirurgia de hospitais 
de Uberlância/Minas Gerais (Silva et al., 2002). No caso de doadores que permaneceram por 
tempo prolongado hospitalizados, os micro-organismos, como bactérias e/ou fungos, 
presentes no ambiente hospitalar podem colonizar a pele do doador (Mathur et al., 2006). 
Somado a isso, existe ainda a contaminação como consequência da excessiva manipulação, 
uma vez que a pele é o último tecido a ser retirado do doador cadáver (Passos, 2011).  
Na ausência de tratamento microbiológico validado pelo banco de pele, o tecido com 
presença de micro-organismos patogênicos e virulentos deve ser descartado, uma vez que 
existem estruturas celulares ou substâncias produzidas que atuam como fatores de virulência, 
por exemplo, exotoxinas produzidas por bactérias Gram positivas e negativas e liberadas nos 
locais onde os micro-organismos são encontrados (Vicentino et al., 2009). No caso de 
bactérias saprófitas, mesmo não tendo sua virulência esclarecida, podem se tornar agentes 
infecciosos de acordo com a utilização clínica da pele e o estado imunológico do receptor.  
Tendo em vista a relevância da análise microbiológica, foi criada uma lista de micro-
organismos aceitáveis e não aceitáveis durante a triagem inicial de processamento de peles 
alógenas para enxerto nos bancos de pele (tabela 1) (Vicentino et al., 2009; Passos, 2011). 
Caso sejam encontrados micro-organismos classificados como aceitáveis, o tecido seguirá 
para a próxima fase do processamento, recebendo tratamento antimicrobiano a fim de 
eliminar os micro-organismos presentes e torná-la própria para enxertia. Entretanto, se forem 
detectados nessa etapa micro-organismos considerados não aceitáveis, o tecido deverá ser 
imediatamente descartado (Passos, 2011). Mathur e colaboradores (2006) propõem que peles 
alógenas com contaminação bacteriana e fúngica possam ser tratadas com antimicrobianos e 
assim evitar-se-ia o descarte. A combinação dos antimicrobianos estreptomicina e penicilina é 
sugerida com maior frequência pela literatura e utilizada em bancos de pele (Mathur et al., 
2006), sendo possível realizar a associação com anfotericina B para o controle da 
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contaminação fúngica (Mathur et al., 2006; Pirnay et al., 2012). Obeng e colaboradores 
(2001) relatou descarte de 4,9% de amostras de pele alógena devido à contaminação 
microbiana, enquanto que no estudo de Pianigiani et al. (2010) a taxa de descarte de 8,5% foi 
reduzida para 1,2% através do uso de antimicrobianos determinados através de antibiograma. 
 
Tabela 1. Microrganismos descritos como aceitáveis e não aceitáveis durante o processamento inicial em 
banco de pele. 
 
O Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem foi inaugurado em 2005, sendo até o ano 
de 2012 o único banco de pele em funcionamento no Brasil (Silveira et al., 2013). Felizmente 
atualmente já existem mais três bancos de pele no Brasil, situados nas cidades de Curitiba, 
Rio de Janeiro e São Paulo. 
Durante a etapa de processamento inicial no banco de pele em questão, quando 
detectados micro-organismos classificados como não aceitáveis, a pele é imediatamente 
descartada (Vicentino et al., 2009; Pirnay et al., 2012). Caso sejam encontrados micro-
organismos aceitáveis é realizado um primeiro ciclo de tratamento utilizando-se os 
antimicrobianos estreptomicina (200 mg/mL) e penicilina (1000 U/mL). Posteriormente a esse 
tratamento é realizada novamente a análise microbiológica e, caso ainda assim seja detectada 
a presença de micro-organismos, o tecido segue para um segundo ciclo de tratamento com o 
antimicrobiano vancomicina (50 mg/mL). Entretanto, algumas amostras de peles alógenas 
com micro-organismos aceitáveis, mesmo após os tratamentos antimicrobianos, continuam 
apresentando contaminação bacteriana. 
 






Streptococcus alfa hemolíticos 
Cocos Gram-positivos anaeróbicos 
Bacillus sp. (não B. anthracis) 
 











Durante o período de fevereiro de 2008 a julho de 2010 foram realizados 35 
procedimentos de colheita, sendo as doações divididas em 108 lotes, dos quais 22 (20,04%) 
foram descartados e os 86 lotes restantes, forneceram um total de aproximadamente 47.756,1 
cm2 de tecido viável para transplante. O Banco de Pele do Complexo Hospitalar Santa Casa, 
ainda enfrenta dificuldades em decorrência do pequeno número de doadores (Minuzzi Filho et 
al., 2010). Tendo em vista a baixa frequência de doações e a necessidade de aproveitamento 
máximo da pele captada, existe uma grande preocupação com os descartes devido à 
contaminação microbiana persistente após o tratamento realizado pelo Banco de Pele Dr. 
Roberto Corrêa Chem (Martins et al., 2012) e uma necessidade de busca por metodologias 




Um dos fatores que pode estar levando a persistência da contaminação bacteriana é a 
disposição das bactérias sobre a pele alógena na forma de biofilme. Estudos anteriores 
relataram a presença de biofilme sobre outros tipos de enxertos, como vasculares (Russu et 
al., 2011) e ósseos (Trampuz e Zimmerli, 2006). Somado a isso, várias bactérias isoladas de 
peles alógenas descritas em diferentes trabalhos (Mathur et al., 2006; Pianigiani et al., 2010; 
Pirnay et al., 2012) são formadoras de biofilme como S. epidermidis (Suzuki et al., 2005), S. 
aureus (Clauss et al., 2013) e Bacillus sp. (Tran et al., 2010; Cairns et al., 2014). 
Biofilmes são comunidades de micro-organismos organizados em uma estrutura 
complexa de multicamadas, onde existem canais e pilares internos para nutrição e 
comunicação por quorum sensing. As células estão embebidas em uma matriz de substâncias 
extracelulares poliméricas (EPS), a qual auxilia na adesão em superfícies bióticas e abióticas 
(Donlan e Costerton, 2002; Mathur et al., 2006; Welch et al., 2012; Macià et al., 2014; Olsen, 
2015). A composição do biofilme será dependente de fatores ambientais, como temperatura, 
pH, pressão, nutrientes e oxigênio (Gomes, 2011). Entretanto, mesmo que a composição do 
biofilme não seja uniforme, a matriz extracelular é basicamente formada por água (90 a 99%), 
micro-organismos (2 a 5%), principalmente bactérias, e produtos de excreção (EPS) (1 a 2%), 
tais como polissacarídeos, proteínas, fosfolipídeos, ácido nucléico e outras substâncias 
poliméricas hidratadas (Sutherland, 2001).  
A formação do biofilme acontece como forma de estratégia adaptativa à sobrevivência 
em ambientes hostis (Marcinkiewicz et al., 2013; Macià et al., 2014) e acontece em, 
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basicamente, 4 estágios a partir de sinais extracelulares ambientais e/ou de origem bacteriana 
(auto-sinalizadores) (Moreira, 2013; Omar et al., 2017) (Figura 1). No primeiro estágio, as 
bactérias no estado planctônico irão realizar a adesão inicial à superfície, sendo esse um 
processo reversível. No segundo estágio, acontece a adesão irreversível a partir do 
desenvolvimento rápido de uma microcolônia e da produção de matriz exopolimérica. Nesse 
estágio as bactérias começam a expressar o fenótipo de biofilme, apresentando maior 
tolerância ao tratamento antimicrobiano e à imunidade do hospedeiro. As bactérias iniciam a 
liberação de moléculas do quorum sensing que a partir de uma dada concentração de células 
alcançando um nível crítico e alterando a expressão de genes específicos a fim de auxiliar na 
formação do biofilme maduro (estágio 3). A partir desse terceiro estágio, com o biofilme bem 
estabelecido e maduro na superfície, inicia o quarto estágio com a dispersão de células 
planctônicas desse biofilme para colonização de outras superfícies, bem como início de novo 










Figura 1. Representação dos estágios de formação do biofilme. (1) adesão inicial, (2) microcolônia, (3) 
biofilme maduro e (4) dispersão de células planctônicas. Autoria própria. 
 
Bactérias no estado de biofilme apresentam maior tolerância aos antimicrobianos 
convencionais (Del Pozo e Patel, 2007), sendo de 100 a 1000 vezes mais tolerantes quando 
comparadas ao estado planctônico (Mah e O'toole, 2001; Welch et al., 2012; Marcinkiewicz 
et al., 2013; Macià et al., 2014; Omar et al., 2017). Os mecanismos genéticos clássicos de 
resistência para bactérias planctônicas não são os mesmos responsáveis pela tolerância em 
biofilmes, sendo no biofilme mais determinada por peculiaridades do desenvolvimento e 
estrutura do biofilme. Nesse caso não existe apenas um único mecanismo responsável pela 
tolerância a antimicrobianos, mas sim uma combinação de fatores que juntos causam elevada 
tolerância desse estado bacteriano (Del Pozo e Patel, 2007). Dentre os múltiplos fatores, pode-
se destacar (1) a presença de uma matriz extracelular com cargas negativamente carregadas, 
1. Adesão inicial 2. Microcolônia 
4. Dispersão 
3. Biofilme maduro 
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DNA extracelular e enzimas quelantes, (2) presença de gradientes de concentração de 
nutrientes e oxigênio, levando a presença de células em diversos estados fisiológicos, (3) fácil 
transferência de genes de resistência, (4) aumento da expressão de bombas de efluxo e (5) 
presença de células persisters (Høiby et al., 2011; Welch et al., 2012; Moreira, 2013; Olsen, 
2015; Omar et al., 2017). 
A matriz extracelular do biofilme tem como função servir de estrutura e promover a 
proteção das células do biofilme. Sua composição consiste em polissacarídeos extracelulares, 
DNA extracelular (DNAe), proteínas e lipídeos. A presença de exopolissacarídeos e DNAe 
carregados negativamente na matriz irá provocar a ligação de compostos carregados 
positivamente que tentem penetrar o biofilme. Dessa forma, antimicrobianos com carga 
positiva, como aminoglicosídeos, terão uma penetração mais lenta no biofilme, enquanto que 
antimicrobianos relativamente não carregados, como beta-lactâmicos, não terão dificuldade na 
penetração quanto a isso (Olsen, 2015; Venkatesan et al., 2015).  
A estrutura do biofilme leva a formação de gradientes de substâncias disponíveis no 
seu interior. Dessa forma, células em diferentes estágios fisiológicos serão encontradas. As 
células da porção mais externa do biofilme terão maior acesso a nutrientes e oxigênio em 
comparação com células da porção mais interna, onde existe limitação da disponibilidade de 
nutrientes e oxigênio. Consequentemente, células do interior do biofilme serão anaeróbicas e 
deficientes de nutriente, possuindo uma taxa de crescimento mais lenta que células da porção 
externa (Macià et al., 2014). Essas diferentes condições criam, então, nichos de acordo com as 
regiões do biofilme em que as células estão localizadas (Moreira, 2013) e torna a resposta aos 
antimicrobianos não uniforme dentro do biofilme (Mah e O'toole, 2001). Alguns 
antimicrobianos não são ativos em condições anaeróbicas (Macià et al., 2014) ou são 
direcionados a processos de bactérias em crescimento, como replicação, transcrição, tradução 
e síntese proteica (Ciofu et al., 2017). Poderá existir, portanto, aumento da tolerância 
antimicrobiana em bactérias com baixa atividade metabólica na porção anaeróbica do 
biofilme (Mah e O'toole, 2001; Olsen, 2015). Em contrapartida, as células da porção mais 
externa do biofilme possuem menor proteção da matriz extracelular e de enzimas capazes de 
inativar determinados antimicrobianos (Mah e O'toole, 2001).  
As células "persisters" são uma subpopulação de bactérias com crescimento lento ou 
ausente que possuem menor suscetibilidade a ação de antimicrobianos devido à reduzida taxa 
de metabolismo (Olsen, 2015; Fisher et al., 2017). Quando no estado planctônico, podem ser 
eliminadas pela resposta imune do hospedeiro, contudo quando presentes em biofilme estarão 
protegidas pela presença da matriz extracelular, uma vez que comumente se localizam na 
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porção interior do biofilme (Del Pozo e Patel, 2007; Macià et al., 2014). Ao longo dos últimos 
anos, cada vez mais estudos têm as destacado como sendo um dos principais fatores para a 
maior tolerância dos biofilmes aos antimicrobianos. Isso se deve ao fato de que após a 
utilização de terapia antimicrobiana as células suscetíveis serão erradicadas, enquanto que as 
células persisters irão sobreviver, podendo recolonizar o ambiente e reconstituir o biofilme 
(Del Pozo e Patel, 2007; Olsen, 2015).  
Embora grande parte dos mecanismos de tolerância de biofilmes seja baseada em 
características específicas dessa conformação bacteriana, mecanismos clássicos de mutação 
ocorrem em resposta a situações de estresse e possuem importante papel na tolerância do 
biofilme (Macià et al., 2014; Olsen, 2015). Ademais, devido à estrutura do biofilme, as 
células estão situadas muito próximas umas das outras, facilitando, assim, a transferência 
horizontal de genes (Olsen, 2015). Estudos mostraram que a mutagênese é intrinsecamente 
aumentada em biofilmes (Macià et al., 2014) e que o mecanismo de conjugação ocorre em 
níveis superior em células no estado de biofilme em comparação com o estado planctônico 
(Xavier et al.). Dentre as alterações promovidas pelo processo de mutação relacionada ao 
aumento da tolerância bacteriana estão o aumento da expressão de bombas de efluxo e da 
expressão de enzimas modificadoras e a redução da permeabilidade das células por alterações 
na membrana externa (Mah e O'toole, 2001; Olsen, 2015). Somado a isso, os antimicrobianos 
utilizados atualmente foram desenvolvidos para bactérias planctônicas, dessa forma quando 
no estado de biofilme não serão efetivas. Portanto, mesmo que os antimicrobianos atuem 
sobre bactérias planctônicas dispersadas do biofilme, não irão atuar sobre as bactérias 
embebidas na matriz extracelular do biofilme, causando recorrência da infecção (Moreira, 
2013; Venkatesan et al., 2015).  
Para a análise microbiológica de biofilme em dispositivos médicos é necessário o uso 
de agitação e/ou sonicação a fim de realizar o desprendimento do biofilme e liberação para o 
meio de cultura. Na ausência da realização desse processo, o biofilme permanece aderido e, 
consequentemente, pode não haver crescimento bacteriano nos meios de cultivo ou ainda o 
crescimento que houver não ser representativo de todos os microrganismos presentes na 
amostra (Trampuz e Zimmerli, 2006; Monsen et al., 2009; Portillo et al., 2013). A análise 
microbiológica das amostras de peles alógenas realizada pelos bancos de pele ocorre na forma 
estática, sem pré-agitação ou sonicação prévia ao cultivo em meios de cultura sólidos. Dessa 
forma, caso os micro-organismos estejam na forma de biofilme, a metodologia atualmente 




1.3. GÊNEROS BACTERIANOS 
 
Os isolados bacterianos utilizados neste trabalho foram isoladas em estudo anterior a 
partir de peles alógenas já descartadas por contaminação pelo Banco de Pele Drº Roberto 
Corrêa Chem do Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre – RS. 
Tendo em vista que o presente trabalho buscou avaliar a influência da formação de biofilme 
no tratamento atualmente realizado atualmente no Banco de Pele, foram incluídas nesse 
estudo todas as espécies encontradas a partir do isolamento das peles alógenas, sendo elas dos 
gêneros Staphylococcus e Bacillus. 
Sabe-se que, com exceção às espécies S. aureus e B. cereus, as demais espécies utilizadas 
no trabalho são consideradas pouco patogênicas (Gaucher et al., 2016), entretanto como se 
trata de peles para utilização em aloenxertos em pacientes com a imunidade debilitada essas 
espécies bacterianas apresentam risco, podendo causar infecções nesses pacientes, e por isso 
devem ser eliminadas das peles alógenas.  
O gênero Bacillus é altamente resistente às condições ambientais adversas e a agentes 
químicos uma vez que são capazes de formar esporos e assim sobrevivem por longos períodos 
(Brown, 2000). Além disso, possuem propriedades de virulência que as tornam patógenos 
oportunistas de humanos (Celandroni et al., 2016) Essas bactérias são encontradas em 
diversos ambientes e, principalmente, já foram descritas como presentes na superfície da pele 
de indivíduos saudáveis (Tarale, Gawande and Jambhulkar, 2015).  
Quanto às espécies de Staphylococcus, a grande maioria é considerada parte da microbiota 
normal da pele, todavia algumas espécies como S. epidermidis estão associadas à infecção 
oportunista, sendo essa espécie particularmente associada a infecções em dispositivos 
médicos devido a sua capacidade de formação de biofilme (Von Eiff et al., 2006).  
As espécies B. cereus (Ribeiro et al., 2010; Tatu et al., 2016), B. subtilis (Saleh et al., 
2014), B. pumilus (Tena et al., 2007), B. licheniformis (Yuste et al., 2016), S. aureus (Lacey, 
Geoghegan and McLoughlin, 2016), S. epidermidis (Von Eiff et al., 2006), S. capitis (Petti et 
al., 2008) já foram descritas como causadoras de infecções diretamente na pele, em feridas 




1.4. METODOLOGIAS DE ANÁLISE DO BIOFILME 
 
Ao longo dos anos, muitos métodos de análise de biofilme foram desenvolvidos, 
entretanto cada um deles possui uma determinada finalidade. Dessa forma, é necessário 
avaliar qual o objetivo do experimento para então optar pelo método mais adequado. Peeters 
et al. (2008) realizou a classificação em três classes de métodos: (1) avaliação da biomassa do 
biofilme, ou seja, células vivas, células mortas e matriz do biofilme através de corantes como 
o cristal violeta ou Syto9; (2) avaliação da matriz do biofilme, utilizando substâncias 
específicas para a coloração dessa porção do biofilme, como o 1-9 dimetil-azul de metileno 
(DMMB); e (3) avaliação da atividade metabólica do biofilme através de ensaios metabólicos, 
realizando uma distinção entre células viáveis e não viáveis através do uso de corantes como 
os sais de tetrazolina (XTT, MTT) ou resazurina (Pettit et al., 2005; Peeters et al., 2008; 
Moreira, 2013). 
 
1.4.1. Quantificação da biomassa do biofilme 
Para realizar a detecção e a quantificação da formação de biofilme pelas bactérias em 
análise foi utilizado o método de cristal violeta, sendo considerado padrão ouro (Christensen 
et al., 1985) para tal função. Esse corante básico irá se ligar às moléculas da superfície 
carregadas negativamente e aos polissacarídeos da matriz extracelular do biofilme (Peeters et 
al., 2008; Bockstael et al., 2009). Dessa forma, o corante não é capaz de diferenciar entre 
células viáveis ou não viáveis, uma vez que realiza a coração de ambas as células, juntamente 
com a matriz extracelular do biofilme. Apesar disso, é um método fácil, rápido, com 
reprodutibilidade e adequado para a análise quantitativa da formação de biofilme (Macià et 
al., 2014).  
 
1.4.2. Atividade metabólica do biofilme 
Como mencionado anteriormente, a técnica utilizando o corante cristal violeta não é 
capaz de diferenciar entre células viáveis e não viáveis. Dessa forma, para a análise da 
susceptibilidade do biofilme a antimicrobianos, ou seja, avaliar a capacidade dos 
antimicrobianos inibirem o biofilme já formado torna-se necessária a análise de viabilidade do 
biofilme, realizado por ensaios metabólicos. Tendo isso em vista, foi realizado o ensaio 
metabólico com corante resazurina para a quantificação da viabilidade dos micro-organismos 
do biofilme após o tratamento com antimicrobianos. Esse tipo de técnica avalia indiretamente 
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a viabilidade celular, uma vez que detecta a formação de produtos intermediários pelas 
bactérias presentes no biofilme (Gomes, 2011).  
O corante resazurina, também chamado de Alamar Blue (O'brien et al., 2000; Gomes, 
2011; Johnston et al., 2016), possui coloração azul escuro e, ao ser reduzido por FMNH2, 
FADH2, NADH, NADPH e citocromo através da transferência de elétrons, forma a 
resofurina, fluorescente e rosa. Posteriormente a resofurina é reduzida a hidroresofurina, a 
qual é não fluorescente e incolor (O'brien et al., 2000; Pettit et al., 2005; Mariscal et al., 2009; 
Pettit et al., 2009; Gomes, 2011; Bonnier et al., 2015). 
O crescimento celular irá manter o meio reduzido (rosa e fluorescente), enquanto que a 
inibição do crescimento celular mantém o meio oxidado (azul e não fluorescente) Dessa 
forma, esse é um ensaio fluorimétrico e colorimétrico, uma vez que tanto a fluorescência 
quanto a coloração são alteradas em função da redução química no meio de cultura na 
presença de células viáveis (Pettit et al., 2009).  Sendo assim, mensurar a fluorescência ou a 
absorbância do corante resazurina resulta na quantificação da viabilidade do biofilme (Gomes, 
2011), fornecendo uma estimativa do efeito dos antimicrobianos sobre as células do biofilme 
(Bockstael et al., 2009). Os resultados podem ser coletados a olho nu ou, para aumentar a 
sensibilidade, através de espectrômetros de fluorescência ou de absorbância (Pettit et al., 
2009). 
 
Esse corante é solúvel em água, portanto, diferente dos outros métodos, não são 
necessárias as etapas de lavagem, fixação e extração, sendo muito mais simples. A grande 
vantagem desse método em comparação com os outros métodos, como XTT, é a sua ausência 
de toxicidade, tanto para o investigador, quanto para as células de interesse. Dessa forma, 
possui maior segurança de trabalho, maior facilidade de eliminação, menor interferência sobre 
Figura 2. Representação esquemática da conversão por oxiredução do corante resazurina para
resofurina por células metabolicamente ativas.  Autoria própria. 
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o metabolismo normal das células em análise e permite realizar o plaqueamento diretamente 
após a leitura da absorbância ou fluorescência (Pettit et al., 2005; Bockstael et al., 2009; Pettit 
et al., 2009). Somado a isso, a resazurina é estável, permitindo longos períodos de incubação 
e estudos cinéticos, reprodutível e com excelente correlação com outros métodos de 







1.5. JUSTIFICATIVA  
 
Tendo em vista a permanência da contaminação bacteriana em peles alógenas 
após o tratamento antimicrobiano ter sido realizado, é de suma importância avaliar a 
participação do biofilme nesse processo, uma vez que estudos mostram bactérias na forma de 
biofilme como mais tolerantes aos tratamentos antimicrobianos. Ademais, o tratamento 
realizado atualmente utiliza coquetéis de antimicrobianos cujos alvos não são células 
dispostas na forma séssil. As amostras de peles alógenas, portanto, podem estar contaminadas 
com bactérias formadoras de biofilme, explicando a dificuldade de o tratamento 
antimicrobiano eliminar esta contaminação. Esse trabalho apresenta maior relevância devido à 
ausência de estudos na literatura que avaliem a formação de biofilme em peles alógenas e a 















1.6.1. Objetivo geral 
 
Verificar se a formação de biofilme por bactérias isoladas de peles alógenas reduz a 
susceptibilidade a antimicrobianos interferindo na eficiência dos processos já estabelecidos 
para tratamento antimicrobiano do Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do Hospital Santa 
Casa de Misericórdia de Porto Alegre – RS 
 
1.6.2. Objetivos específicos 
 
Detectar e quantificar a formação de biofilme quanto à biomassa por bactérias isoladas 
de peles alógenas já descartadas por contaminação bacteriana pelo Banco de Pele Dr. Roberto 
Corrêa Chem do Hospital Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre – RS 
 
Determinar a concentração inibitória mínima (MIC), a concentração inibitória mínima 
do biofilme (MBIC) e a concentração mínima de erradicação do biofilme (MBEC) de 
bactérias isoladas de peles alógenas frente aos antimicrobianos gentamicina, penicilina e 
tetraciclina in vitro;  
 
Comparar viabilidade das bactérias em análise entre o estado planctônico e o estado de 
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RESUMO 9 
Os bancos de pele enfrentam um grave problema devido ao elevado número de descartes de 10 
peles alógenas humanas devido à persistência de contaminação antimicrobiana após 11 
tratamento antimicrobiano. Fatores como a formação de biofilme por esses micro-organismos 12 
podem estar contribuindo para a persistência bacteriana após tratamento. O presente estudo 13 
analisou isolados bacterianos de amostras de pele de doador cadáver já descartadas pelo 14 
Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do hospital Santa Casa de Porto Alegre – RS quanto 15 
a capacidade de formação de biofilme e susceptibilidade aos antimicrobianos penicilina, 16 
tetraciclina e gentamicina através dos métodos de quantificação da biomassa por cristal 17 
violeta e determinação da concentração inibitória mínima (MIC), concentração mínima 18 
inibitória do biofilme (MBIC) e concentração mínima de erradicação do biofilme (MBEC) 19 
pelo método de microdiluição em caldo com corante resazurina. Os resultados obtidos 20 
mostram 94,45% dos isolados como formadores de biofilme em diferentes graus de aderência. 21 
Foi observado um aumento do MBIC em relação ao MIC e do MBEC em relação ao MBIC de 22 
pelo menos 512 vezes. Esses resultados apontam a formação de biofilme como um fator que 23 
leva ao aumento da tolerância aos antimicrobianos. Dessa forma os novos tratamentos em 24 
bancos de pele devem levar em consideração a presença de bactérias com a capacidade de 25 
formação de biofilme. 26 
 27 




Peles alógenas humanas são utilizadas em todo o mundo para a realização de enxertos 30 
principalmente em pacientes queimados.1 Elas promovem o fechamento temporário de feridas 31 
crônicas e de queimaduras de segundo e terceiro grau.2-4 O aloenxerto de pele irá formar uma 32 
barreira mecânica e biológica, atuando na cicatrização precoce de lesões, redução da perda de 33 
água, eletrólitos, proteínas e calor, bem como menor taxa de infecção e troca de curativos.3,5,6 34 
Sua utilização, todavia, possui limitações devido à falta de doadores cadáveres e 35 
presença de potenciais patógenos no tecido5 como bactérias de origem endógena (microbiota 36 
própria do doador) ou exógena (ambiente mortuário, equipe de recuperação do tecido7 ou 37 
ambiente cirúrgico8). 38 
No intuito de evitar a transmissão desses patógenos através da pele para o paciente 39 
receptor, 5,6 as peles são armazenadas em bancos de pele, onde passam por uma série de 40 
exames microbiológicos a fim de manter maior controle de qualidade e de segurança. 2,3 Até o 41 
momento, não existe padronização entre os bancos de pele na metodologia de 42 
descontaminação das peles alógenas humanas quanto aos antimicrobianos incluídos nos 43 
coquetéis e quanto às doses a serem utilizadas. 1,9 O Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem 44 
do Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, da mesma forma que 45 
outros bancos de pele, 3,4,10 enfrenta o grave problema do elevado número de descartes devido 46 
a persistência da contaminação bacteriana. Estudos anteriores, todavia, apontam que as 47 
bactérias são suscetíveis aos antimicrobianos utilizados no tratamento pelos bancos de pele. 48 
Sendo assim, outros fatores, que não a resistência desses isolados bacterianos aos 49 
antimicrobianos, podem estar influenciando na persistência desses micro-organismos após o 50 
tratamento antimicrobiano. 51 
Sabe-se que bactérias no estado de biofilme apresentam uma maior tolerância aos 52 
antimicrobianos, sendo de 10 a 1000 vezes mais tolerantes que bactérias no estado 53 
planctônico. 11-16 Os mecanismos de tolerância do biofilme envolvem peculiaridades do seu 54 
25 
 
próprio desenvolvimento e estrutura, como a presença de uma matriz extracelular com carga 55 
negativa, formação de gradientes de concentração de nutrientes e oxigênio no seu interior, 56 
maior facilidade na transferência de genes de resistência, aumento na expressão de bombas de 57 
efluxo e presença de células persisters. 12,13,17,18 Somado a isso, os antimicrobianos utilizados 58 
atualmente foram desenvolvidos para atuar sobre células no estado planctônico, ou seja, não 59 
foram desenvolvidos para atuar sobre a arquitetura do biofilme e por isso não são efetivos 60 
sobre células nesse estado. 19  61 
A presença de biofilme em outros tipos de enxertos, como vasculares 20 e ósseos 62 
21 já foi descrita em estudos anteriores. Além disso, os gêneros Staphylococcus e Bacillus, 63 
mais prevalentes em peles alógenas, 3,6,22 apresentam espécies formadoras de biofilmes. 23-26 64 
Não existem, contudo, estudos que avaliem a formação de biofilme por bactérias isoladas 65 
diretamente de peles alógenas humanas.  66 
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo Verificar se a formação 67 
de biofilme por bactérias isoladas de peles alógenas reduz a susceptibilidade a 68 
antimicrobianos interferindo na eficiência dos processos já estabelecidos para tratamento 69 
antimicrobiano do Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do Hospital Santa Casa de 70 
Misericórdia de Porto Alegre – RS 71 
 72 
MATERIAIS E MÉTODOS  73 
ASPECTOS ÉTICOS 74 
 75 
Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Irmandade da Santa 76 
Casa de Misericórdia de Porto Alegre (CEP/ISCMPA) (protocolo CAAE 77 
45100215.1.0000.5335, parecer 1.092.445) e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 78 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEP/UFRGS) (protocolo CAAE 79 
36949514.8.0000.5347, parecer 936.163). A remoção e doação da pele dos doadores foram 80 
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autorizadas por parentes próximos dos doadores. A requisição destes tecidos para pesquisa foi 81 
solicitada e autorizada pela chefia responsável do Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do 82 
Hospital Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre. 83 
ISOLADOS BACTERIANOS 84 
 85 
Os isolados de Staphylococcus sp. (n=103) e Bacillus sp. (n=113) utilizados nesse 86 
trabalho foram isolados em estudo prévio (dados não publicados) a partir de 21 amostras de 87 
pele de doador cadáver disponibilizadas pelo Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do 88 
hospital Santa Casa de Porto Alegre – RS, descartadas na triagem inicial e/ou pós-89 
processamento por cultura positiva com microrganismos não aceitáveis e/ou pela persistência 90 
de contaminação do tecido por bactérias saprófitas após primeiro tratamento com penicilina e 91 
estreptomicina e segundo tratamento com vancomicina. Dentre os 103 isolados de 92 
Staphylococcus sp. e 113 isolados de Bacillus sp. utilizados neste trabalho, 2 (1,94%) isolados 93 
de Staphylococcus e 33 (29,20%) isolados de Bacillus não puderam ser identificados a nível 94 
de espécie em estudo prévio através da metodologia de Matrix Assisted Laser Desorption 95 
Ionization – Time of Flight (Microflex Biotyper 4.0, Bruker) devido ao score obtido abaixo do 96 
ponto de corte de confiabilidade (2.0) e também devido a possível ausência de espectro dos 97 
isolados não identificados nos software do equipamento.  98 
DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA DO BIOFILME 99 
 100 
A detecção e quantificação da biomassa do biofilme foi realizada de acordo com o 101 
método Stepanovic et al (2000)27 modificado.  102 
Foram avaliados 216 isolados bacterianos, os quais foram previamente semeados em 103 
ágar triptona de soja (TSA) e incubados a 37°C durante 24 horas. A partir do TSA, os 104 
isolados foram ajustados a turbidez 0,5 da escala de Mc Farland em salina 0,9% estéril. Em 105 
seguida, 20 µL destas suspensões foram adicionadas em octoplicata juntamente com 180 µL 106 
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de caldo soja tripticaseína (TSB) em placas de cultura de tecidos de poliestireno de 96 poços e 107 
fundo plano, sendo então incubadas a 37°C por 24 horas. No controle positivo foi adicionado 108 
20 µL da suspensão de Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) em salina e 180 µL de 109 
caldo TSB, enquanto que no controle negativo adicionou-se 200 µL de caldo TSB. Os poços 110 
foram aspirados e lavados três vezes com 300 µL de solução salina estéril. As placas foram 111 
levemente agitadas, a fim de remover todas as bactérias não aderentes. As células que 112 
permanecerem aderidas ao fundo do poço e às paredes da placa foram fixadas com 200 µL de 113 
metanol 99%. Após 15 minutos, as placas foram esvaziadas e deixadas secar para posterior 114 
coloração dos poços com 200 µL do corante cristal violeta a 2% por 5 minutos. O excesso de 115 
corante foi retirado com lavagem dos poços com água corrente. Após deixar secar as placas, o 116 
corante foi solubilizado com 160 µL de etanol a 100%. Ao final, realizou-se a leitura da 117 
densidade óptica (OD) de cada poço em espectrofotômetro em comprimento de onda de 570 118 
nm.  119 
Os isolados foram classificados em 4 categorias de acordo com os valores de OD dos 120 
biofilmes bacterianos. A OD ponto de corte (ODc) para o teste é definido como três desvios 121 
padrão acima da média da OD do controle negativo cujo poço da placa conterá apenas o caldo 122 
TSB. A classificação foi interpretada da seguinte maneira: OD ≤ ODc não aderente; OD C < 123 
OD ≤ 2 x ODc fracamente aderente; 2 x ODC < OD < 4 ≤ ODc moderadamente aderente; 4 x 124 
ODC < OD fortemente aderente. 125 
A classificação dos isolados, obtida através desse método, foi utilizada como forma de 126 
seleção dos isolados a serem analisados quanto à viabilidade celular no estado planctônico e 127 




DETERMINAÇÃO DE VIABILIDADE DE BACTÉRIAS EM ESTADO PLANCTÔNICO 130 
FRENTE A ANTIMICROBIANOS  131 
 132 
Foram selecionados 12 isolados bacterianos (6 Staphylococcus sp. e 6 Bacillus sp.) 133 
com diferentes perfis de susceptibilidade a antimicrobianos (analisados em estudo prévio) que 134 
incluem as três classificações de formação de biofilme e a variedade de espécies presentes nas 135 
peles alógenas para análise quanto viabilidade no estado planctônico através da determinação 136 
da concentração inibitória mínima (MIC) frente aos antimicrobianos gentamicina, tetraciclina 137 
e penicilina por microdiluição em caldo de acordo com as normas do CLSI (2015) 28 para 138 
Staphylococcus sp. e do CLSI-M45 (2010) 29 para Bacillus sp., em conjunto com utilização do 139 
corante resazurina, de acordo com Pettit et al (2005)30 modificado.  140 
Os antimicrobianos tetraciclina e gentamicina mostraram, em estudo anterior ( dados 141 
não publicados), serem efetivos sobre todas as bactérias isoladas de peles alógenas em análise, 142 
permitindo então a comparação quanto à tolerância entre células no estado planctônico e em 143 
biofilme e, além disso, sendo promissores antimicrobianos para utilização no Banco de Pele 144 
Dr. Roberto Corrêa Chem. A penicilina por sua vez é um dos antimicrobianos mais utilizado 145 
entre os bancos de pele 9 e foi utilizada a fim de comparação com o tratamento já realizado no 146 
banco de pele. 147 
Os antimicrobianos gentamicina, tetraciclina e penicilina foram diluídos em série em 148 
caldo Mueller Hinton cátion-ajustado (CMHII) a partir da concentração 512 a 1 ug/mL. 149 
Utilizando placas de cultura de tecidos de poliestireno de 96 poços e fundo plano foi 150 
adicionado 100 µL de CMHII com antimicrobiano de cada concentração e 5 µL da diluição 151 
do isolado. Após incubação de 24h a 35ºC, foram adicionados 10,5 µL (10% do volume total) 152 
do corante resazurina 20 µM, filtrado previamente com filtro 0,22 µm, e a placa foi incubada 153 
a 37ºC durante o tempo específico para cada isolado determinado por padronização (dados 154 
não mostrados). Em seguida foi realizada a leitura visual da placa e leitura da absorbância nos 155 
comprimentos de onda de 570 nm e 600 nm. A diferença percentual na redução do corante 156 
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entre o poço tratado e o controle positivo não tratado foi utilizada para determinar a MIC, 157 
definida como a menor concentração do antimicrobiano onde houve inibição ≥ a 80% da 158 
atividade metabólica do poço teste em relação ao controle positivo não tratado e determinada 159 
através da fórmula a seguir: 160 
 161 
 162 
Onde εox= coeficiente de extinção molar da forma oxidada do corante resazurina; A = 163 
absorbância dos poços de teste; Aº = absorbância do poço do controle positivo não tratado; 164 
λ1= 570nm; λ2= 600 nm. 165 
No controle positivo não tratado foi adicionado 100 µL de CMHII sem antimicrobiano 166 
e 5 µL da diluição do isolado em salina. No controle negativo, por sua vez, adicionou-se 105 167 
µL de CMHII com antimicrobiano em cada uma das diluições a fim de detectar possível 168 
interação entre o antimicrobiano e o corante, produzindo falsos positivos. No controle de 169 
esterilidade foi adicionado 105 µL de CMHII. Em todos os controles foi adicionado 10,5 µL 170 
do corante resazurina. A determinação do MIC foi realizada em triplicata para todos os 171 
isolados em análise. 172 
DETERMINAÇÃO DE VIABILIDADE DE BACTÉRIAS NA FORMA DE BIOFILME 173 
FRENTE A ANTIMICROBIANOS  174 
 175 
A determinação da viabilidade dos isolados na forma de biofilme foi realizada de 176 
acordo com o método de Pettit et al (2005) 30 e Flemming et al (2009) 31, com modificações. 177 
Realizou-se a determinação da concentração mínima inibitória do biofilme (MBIC) pelo 178 
método de microdiluição em caldo em conjunto com o corante resazurina e concentração 179 
mínima de erradicação do biofilme (MBEC) pelo método de plaqueamento. Nessa análise 180 
foram utilizados os mesmos isolados bacterianos avaliados quanto à viabilidade no estado 181 
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planctônico frente aos mesmos antimicrobianos, sendo eles penicilina, tetraciclina e 182 
gentamicina. 183 
Os isolados bacterianos foram semeados em TSA e incubados a 37°C durante 24 184 
horas. A partir do TSA, os isolados foram ajustados quanto a turbidez 6 da escala de Mc 185 
Farland (aproximadamente 1,8 x 109 unidades formadoras de colônia (UFC)/mL), utilizando-186 
se caldo TSB. Em placas de cultura de tecidos de poliestireno de 96 poços e fundo plano foi 187 
adicionado em cada poço 200 µL de caldo TSB na presença do isolado em análise e incubado 188 
por 24h a 37ºC com o propósito de formar o biofilme. No controle positivo foi adicionado 189 
200µL de caldo TSB com o isolado em análise sem tratamento, enquanto que no controle 190 
negativo e de esterilidade foi adicionada a mesma quantidade apenas de caldo TSB.  191 
Após a incubação, realizou-se a lavagem três vezes com 200 µL de salina estéril 0,9%, 192 
a fim de retirar as células planctônicas presentes no caldo de incubação e permanecer apenas 193 
os micro-organismos aderidos à placa, e se deixou a placa secar. Então, foi adicionado 200 µL 194 
de CMHII com os antimicrobiano gentamicina, tetraciclina e penicilina nas concentrações de 195 
512 a 1 ug/mL, separadamente. O controle positivo continha 200 µL de CMHII sem 196 
antimicrobiano. O controle negativo, por sua vez, possuía 200 µL de CMHII com 197 
antimicrobiano em cada uma das diluições a fim de detectar possível interação entre o 198 
antimicrobiano e o corante. No controle de esterilidade foi adicionado apenas 200 µL de 199 
CMHII.  200 
Posteriormente a incubação de 24h a 35ºC, adicionou-se 20 µL (10% do volume total) 201 
do corante resazurina 20µM filtrado em todos os poços e incubou-se por 1h a 37ºC. Após, foi 202 
realizada a leitura tanto visual da placa, como por absorbância nos comprimentos de onda de 203 
570 nm e 600 nm. A diferença percentual na redução do corante entre o poço tratado e o 204 
controle positivo não tratado foi determinada através da fórmula descrita anteriormente e 205 
utilizada a fim de determinar o MBIC. O MBIC foi considerado como a menor concentração 206 
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do antimicrobiano onde houve inibição ≥ a 80% da atividade metabólica do poço teste em 207 
relação ao controle positivo. 208 
Em seguida, os poços com coloração azul (indicando ausência de viabilidade celular) 209 
foram raspados e se transferiu diretamente do poço para placa de ágar padrão para contagem 210 
(PCA) 100 µL, uma vez que o corante resazurina não é tóxico e permite o plaqueamento 211 
diretamente do poço após a leitura.32 Após a incubação de 24h a 37ºC, realizou-se a análise da 212 
concentração mínima de erradicação do biofilme (MBEC), ou seja, concentração mínima do 213 
antimicrobiano na qual há ausência de crescimento (0 CFU/ml) na placa de ágar PCA, 214 
representando ausência de novo crescimento do biofilme e podendo ser comparado com 215 
ausência da capacidade de nova colonização do biofilme quando no hospedeiro. 14 As análises 216 
de MBIC e do MBEC foram realizadas em triplicata para todos os isolados em análise. 217 
ANÁLISE ESTATÍSTICA 218 
 219 
Para avaliação de associação entre as variáveis foi utilizado o coeficiente de correlação 220 
de Pearson através do software Sigma Plot (13.0). Diferenças foram consideradas 221 
estatisticamente significativas quando a P foi menor que 0,05 (P < 0,05). 222 
RESULTADOS 223 
DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA DO BIOFILME 224 
 225 
A classificação dos isolados analisados quanto ao nível de formação de biofilme está 226 
apresentada na tabela 1. Dentre as 216 bactérias isoladas de peles alógenas analisadas, 204 227 
(94,45%) foram formadoras de biofilme em algum grau de aderência e apenas 12 (5,55%) não 228 
produziram biofilme. Foram classificadas como produtoras de biofilme fortemente aderentes 229 
117 (54,17%) dos isolados produtores de biofilme, moderadamente aderente 13 (6,02%) e 230 
fracamente aderentes 74 (34,26%). Dentre as bactérias fortemente aderentes ganham destaque 231 
o gênero Bacillus com 31 (26,50%) isolados e a espécie S. epidermidis com 24 (20,51%). 232 
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Quanto as moderadamente aderentes, as mesmas bactérias se destacam, com 2 (15,4%) 233 
isolados do gênero Bacillus sp. e 5 (38,46%) da espécie S. epidermidis. No caso da produção 234 
de biofilme com fraca aderência sobressai a espécie B. cereus com 44 (59,46%). Apenas a 235 
espécie B. cereus e as espécies S. aureus e S. haemolyticus apresentaram isolados não 236 
produtores de biofilme com 9 (75%), 2 (16,67%) e 1(8,33%) isolados respectivamente dentre 237 
os isolados não produtores de biofilme. 238 
 239 









Não Produtor de 
Biofilme n(%) 
S. epidermidis 
 (n: 42) 
24 (20,51%) 5 (38,46%) 13 (17,58%)  0 
S. aureus  
(n: 19) 
16 (13,67) 1 (7,69%) 0 (0%) 2 (16,67) 
S. haemolyticus  
(n: 13) 
9 (7,7%) 0 (0%) 3 (4,05%) 1 (8,33%) 
S. lugdunensis    
(n: 13) 
1 (0,85%) 1 (7,69%) 11 (14,86%) 0 
S. capitis  
(n: 12) 
11 (9,40%) 1 (7,69%) 0 (0%) 0 
S. saprophyticus 
(n: 2) 
2 (1,71%) 0 (0%) 0 (0%) 0 
Staphylococcus sp. 
(n: 2) 
2 (1,71%) 0 (0%) 0 (0%) 0 
B. cereus 
(n: 54) 
0 (0%) 1 (7,69%) 44 (59,46%) 9 (75%) 
B. subtilis 
(n: 17) 
15 (12,82%) 1 (7,69%) 1 (1,35%) 0 
B. vallismortis    
(n: 4) 
2 (1,71%) 1 (7,69%) 1 (1,35%) 0 
B. licheniformis  
(n: 4) 
4 (3,42%) 0 (0%) 0 (0%) 0 
B. pumilus        
(n:1) 
0 (0%) 0 (0%) 1 (1,35%) 0 (0%) 
Bacillus sp.    
(n:33) 
31 (26,5%) 2 (15,4%) 0 (0%) 0 (0%) 




DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE (MIC, MBIC E MBEC) PARA 12 ISOLADOS 242 
BACTERIANOS APÓS TRATAMENTO ANTIMICROBIANO 243 
 244 
Os valores de MIC variaram de <1 a 128 µg/mL para o antimicrobiano penicilina, de 245 
<1 a 4 µg/mL para tetraciclina e de <1 a 8 µg/mL para gentamicina dentre os isolados 246 
analisadas. Para o antimicrobiano penicilina foram observados valores com maiores variações 247 
e bastantes elevados em comparação aos demais antimicrobianos, destacando-se os isolados 248 
B. cereus 794 fracamente e moderadamente aderente (128 µg/mL), S. aureus 2542 fracamente 249 
aderente (64 µg/mL), S. lugdunensis 3242 moderadamente aderente e S. capitis 1482 250 
fortemente aderente (32 µg/mL) com os valores mais elevados ao comparar com os demais 251 
isolados. No caso do antimicrobiano tetraciclina, dois isolados de B. subtilis 312 e 36102 252 
ambos fortemente aderentes apresentaram valor de MIC mais elevados (4 µg/mL) e, quanto à 253 
gentamicina, apenas um isolado apresentou valor elevado de MIC, S. capitis 1482 fortemente 254 
aderente (8 µg/mL), ambos em comparação aos demais isolados (Tabela 2).  255 
Apesar de não ter sido observado para todos os isolados, os três antimicrobianos 256 
testados apresentaram um aumento do MBIC de pelo menos 512 vezes em relação ao MIC. 257 
Os valores de MBIC para o antimicrobiano penicilina variaram de 64 a >512 µg/mL, sendo de 258 
quatro a pelo menos 512 vezes maior em relação ao MIC do mesmo antimicrobiano. Para o 259 
antimicrobiano tetraciclina, houve uma variação do MBIC de 1 a > 512 µg/mL e um aumento 260 
de uma a pelo menos 512 vezes em relação ao MIC desse agente. No caso da gentamicina, 261 
também houve uma variação de <1 a >512 µg/mL no valor de MBIC, entretanto alguns 262 
isolados (S. lugdunensis 3242 moderadamente aderente e ambos B. subtilis 3122 e 36102 263 
fortemente aderentes) não apresentaram variação entre os valores de MIC e MBIC, enquanto 264 
outros (S. haemolyticus 1562 e S. aureus 2542 fracamente aderentes, B. subtilis 1672 265 
moderadamente aderente e S. saprophyticus 1872 fortemente aderente) apresentaram aumento 266 
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de pelo menos 512 vezes do MBIC em relação ao MIC. Os isolados de B. pumilus 2312 267 
fracamente aderente e B. subtilis 36102 fortemente aderente apresentaram os menores valores 268 
de MBIC (64 µg/mL) para o antimicrobiano penicilina, sendo ele o menor dentre os demais 269 
para esse antimicrobiano. Quanto aos outros dois antimicrobianos, houve grande variação 270 
para os valores de MBIC entre as diferentes espécies analisadas. 271 
 272 
Tabela 2. Resultados obtidos a partir da determinação do MIC, MBIC e MBEC para 12 isolados bacterianos 273 
analisados utilizando os antimicrobianos penicilina, tetraciclina e gentamicina.  274 
    PENILICINA   TETRACICLINA   GENTAMICINA 















<1 >512 >512 
 
<1 >512 >512 
 
<1 >512 >512 
S. aureus 
2542 
64 >512 >512 
 
<1 32 256 
 
<1 >512 >512 
B. cereus 
794 
128 >512 >512 
 
<1 4 256 
 
<1 16 >512 
B. pumilus 
2312 
<1 64 64 
 
<1 1 512 
 
















16 >512 >512 
 
<1 2 256 
 
<1 1 >512 
S. lugdunensis 
3242 
32 >512 >512 
 
1 2 64 
 
1 1 >512 
B. cereus 
842 
128 >512 >512 
 
<1 1 128 
 
<1 2 >512 
B. subtilis 
1672 
4 >512 >512 
 
1 >512 512 
 











e S. capitis 
1482 
32 >512 >512 
 
<1 >512 256 
 
8 >512 >512 
S. saprophyticus 
1872 
<1 >512 >512 
 
<1 >512 256 
 
<1 >512 >512 
B. subtilis 
3122 
<1 256 >512 
 
4 32 >512 
 
<1 <1 128 
B. subtilis 
36102 
<1 64 64   4 8 32   <1 <1 64 
Legenda: CV = classificação do isolado quanto ao nível de aderência; Valores expressos em µg/mL. 275 
 276 
Os valores de MBEC também apresentaram um aumento de pelo menos 512 vezes em 277 
relação ao MBIC para os antimicrobianos tetraciclina e gentamicina. Para o antimicrobiano 278 
penicilina, o MBEC variou da mesma forma que os valores do MBIC, de 64 a >512 µg/mL, e 279 
dessa forma não houve variação entre eles.  O menor valor de MBEC para o antimicrobiano 280 
penicilina foi apresentados pelas espécies B. pumilus 2312 fracamente aderente e B. subtilis 281 
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1672 moderadamente aderente (64 µg/mL). Para o antimicrobiano tetraciclina, os valores de 282 
MBEC encontrados estão entre 32 e >512 µg/mL. Os isolados S. haemolyticus 1562 283 
fracamente aderente não apresentou variação entre os valores de MBIC e de MBEC, enquanto 284 
para os demais houve um aumento de 4 a pelo menos 512 vezes do MBEC em relação ao 285 
MBIC. Para tetraciclina, as espécies S. lugdunensis 3242 moderadamente aderente (64 286 
µg/mL) e B. subtilis 3122 fortemente aderente (32 µg/mL) ganharam destaque pelo reduzido 287 
valor de MBEC em comparação os demais isolados. Quanto à gentamicina houve variação de 288 
64 a >512 µg/mL dentre os isolados analisados, sendo o MBEC de 32 a pelo menos 512 vezes 289 
maior que o MBIC para todos os isolados, exceto isolados de Staphylococcus fracamente e 290 
fortemente aderentes que apresentaram valores iguais de MIC e MBIC. O isolado de B. 291 
subtilis 36102 fortemente aderente destacou-se devido ao menor valor de MBEC para esse 292 
antimicrobiano (64 µg/mL).  293 
Os isolados do gênero Staphylococcus fortemente aderentes e o de B. subtilis 1672 294 
moderadamente aderente apresentaram valores de MBEC menores em relação aos valores de 295 
MBIC para os antimicrobianos tetraciclina e/ou gentamicina. Os isolados de Staphylococcus 296 
fortemente aderentes apresentaram MBIC de >512 µg/mL e MBEC 256 µg/mL para 297 
tetraciclina. O isolado B. subtilis 1672 moderadamente aderente exibiu MBIC de >512 µg/mL 298 
e MBEC de 512 para tetraciclina e para gentamicina >512 µg/mL e 128 µg/mL de MBIC e 299 
MBEC, respectivamente. 300 
Não foi observada correlação entre a biomassa quantificada por cristal violeta e a 301 
atividade metabólica avaliada pelo corante resazurina para os antimicrobianos penicilina (P = 302 






Os bancos de pele enfrentam um grave problema com o alto número de descartes 307 
realizados principalmente devido à presença de contaminação bacteriana em peles alógenas 308 
humanas para enxertia. 33 Essas peles, muitas vezes, mesmo após a realização de tratamento 309 
antimicrobiano, continuam apresentando contaminação bacteriana. 3,4,10 Sabe-se que bactérias 310 
no estado de biofilme são mais tolerantes aos antimicrobianos quando comparadas ao estado 311 
planctônico11-16, entretanto até o momento existem apenas estudos que mostram a presença de 312 
algumas espécies de bactérias em peles alógenas humanas 3,6,22 e outros estudos23-26 que 313 
mostram essas espécies como formadoras de biofilmes. Não existe, contudo, estudos que 314 
tenham realizado a avaliação da formação de biofilme por bactérias isoladas diretamente de 315 
peles alógenas humanas para transplante e é nesse cenário que está o presente trabalho. 316 
Através do método de coloração por Cristal Violeta foi possível determinar e 317 
quantificar a formação de biofilme por bactérias isoladas de peles alógenas humanas. Os 318 
resultados mostram que grande parte (94,45%) das bactérias isoladas de diferentes espécies 319 
são formadoras de biofilme em diferentes graus de aderência e apenas uma pequena porção 320 
(5,55%) não formou biofilme. Ademais, dentre as formadoras de biofilme, a maioria (54,17%) 321 
foi fortemente aderente. Esses dados são de suma importância, uma vez que estão de acordo 322 
com a nossa hipótese de que o biofilme seja um dos fatores para a persistência de 323 
contaminação bacteriana nos bancos de pele, mesmo após os tratamentos aplicados.  324 
A fim de avaliar a diferença entre a concentração inibitória mínima no estado 325 
planctônico (MIC) e no estado de biofilme (MBIC), foi realizado o método de microdiluição 326 
em caldo com o corante resazurina para viabilidade celular. Apesar de não ter sido observado 327 
para todos os isolados, algumas células bacterianas analisadas na forma de biofilme 328 
apresentaram um aumento na concentração inibitória mínima dos antimicrobianos de pelo 329 
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menos 512 vezes em relação ao seu estado planctônico para todos os antimicrobianos para 330 
todos os antimicrobianos. 331 
Tendo em vista que algumas espécies de Staphylococcus (S. haemolyticus 1562 e 332 
S.aureus 2542 fracamentes aderentes; S. capitis 1482 e S. saprophyticus 1872 fortemente 333 
aderentes) apresentaram MIC <1 µg/mL em conjunto com MBIC >512 µg/mL para alguns 334 
dos antimicrobianos testados, a relação entre o MIC e MBIC poderá ser ainda maior que 512 335 
vezes ao testar concentrações inferiores a 1 µg/mL e superiores a 512 µg/mL. Da mesma 336 
maneira, os isolados analisados (S. lugdunensis 3242 moderadamente aderente e espécies de 337 
Bacillus fortemente aderentes) que apresentaram valores iguais de MIC e MBIC de <1 ug/mL 338 
e, portanto, não apresentaram aumento do MBIC em relação ao MIC, ao serem testados em 339 
concentrações inferiores a 1 µg/mL poderão exibir aumento nessa relação. 340 
Os resultados do presente trabalho estão de acordo com estudos anteriores da literatura 341 
que destacam o aumento da tolerância das células quando em biofilme, causando a 342 
necessidade de utilização de maiores concentrações de antimicrobiano para eliminação dessas 343 
bactérias. Oliver et al (2016) 34 observou aumento do MBIC em duas diluições em relação ao 344 
MIC. Pettit et al (2005) 30 relatou MBIC superior ao MIC em pelo menos sete vezes.  Pettit et 345 
al (2009) 35 obteve um aumento na relação MBIC/MIC de no mínimo cinco vezes. Mottola et 346 
al (2016)36 encontrou valores de MBIC muito mais elevados do que o respectivo MIC, sendo 347 
de duas e cinco mil vezes maior para o antimicrobiano gentamicina, e valores de MBEC de 348 
pelo menos duas vezes maiores que os valores de MBIC.   349 
A partir dos valores de MIC encontrados no presente estudo, foi possível observar que 350 
as células bacterianas no estado planctônico são mais suscetíveis aos antimicrobianos 351 
tetraciclina e gentamicina, quando em comparação ao antimicrobiano penicilina, uma vez que 352 
as concentrações necessárias para causar inibição do crescimento bacteriano foram maiores 353 
para esse antimicrobiano.  354 
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Para a realização da enxertia a pele alógena deverá estar estéril posto que os pacientes 355 
receptores com frequência estão imunodeprimidos. 6 Assim sendo, é de suma importância 356 
determinar a concentração mínima de erradicação do biofilme (MBEC), a qual representa a 357 
ausência da capacidade de nova colonização do biofilme. 358 
Para um mesmo isolado bacteriano analisado, as concentrações de MBEC foram de 359 
maneira geral superiores às de MBIC para o respectivo antimicrobiano. Uma das possíveis 360 
causas é a formação de esporos pelas bactérias do gênero Bacillus, aos quais terapias 361 
antimicrobianas não são efetivas em eliminar e ao realizar o plaqueamento para análise do 362 
MBEC poderá ocorrer o processo de germinação, levando a formação de novas colônias. 37 363 
Outro fator contribuinte pode ser a presença de células persisters, as quais possuem 364 
crescimento lento ou ausente e, consequentemente, menor suscetibilidade a ação de 365 
antimicrobianos. 18,38 Células suscetíveis aos antimicrobianos após a utilização de terapia 366 
antimicrobiana serão eliminadas, enquanto que as células persisters irão sobreviver e alterar 367 
seu fenótipo, recolonizando o ambiente. 11,18  368 
A partir dos resultados obtidos para MBEC é possível observar a necessidade de 369 
concentrações mais elevadas para o antimicrobiano penicilina causar erradicação das células 370 
bacterianas no estado de biofilme em comparação aos outros dois antimicrobianos analisados. 371 
Isso pode ser devido à resistência aumentada das células no estado planctônico, observado 372 
pelos valores elevados de MIC obtidos, ou em virtude da presença de enzimas -lactamases 373 
na matriz do biofilme que aumentam a tolerância do biofilme aos antimicrobianos -374 
lactâmicos através da inativação desses agentes ao penetrar no biofilme. 15,18 Esse resultado é 375 
extremamente importante uma vez que a penicilina é um dos antimicrobianos utilizados no 376 
Banco de Pele em questão, na concentração de 625 µg/mL juntamente com estreptomicina 377 
(200mg/mL) e resultados de MBEC mostraram que apenas dois isolados não apresentaram 378 
MBEC de >512 µg/mL para a penicilina. O antimicrobiano estreptomicina não atua sozinho, 379 
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sendo necessária a utilização em conjunto com outro antimicrobiano, no caso do Banco de 380 
Pele aplica-se penicilina. Entretanto, visto que a penicilina não está sendo efetiva, a 381 
estreptomicina também não será capaz de agir. Pode-se inferir, portanto, que o tratamento 382 
atualmente realizado pelo Banco de Pele não está sendo efetivo sobre as bactérias no estado 383 
de biofilme.  384 
Tendo em vista que o MBEC analisa a erradicação do biofilme, onde há ausência de 385 
novo crescimento, e o MBIC, a inibição ≥ a 80% na atividade metabólica celular, os valores 386 
de MBEC deverão ser superiores aos de MBIC. Todavia, os isolados de Staphylococcus 387 
fortemente aderente para a tetraciclina e de B. subtilis 1672 moderadamente aderente para 388 
tetraciclina e gentamicina apresentaram valores de MBIC superiores aos do MBEC. 389 
Antimicrobianos carregados positivamente, como aminoglicosídeos e tetraciclina, poderão se 390 
ligar à matriz negativa do biofilme e, no momento do plaqueamento para análise do MBEC, 391 
serem levados juntamente com as células bacterianas do biofilme, inibindo o novo 392 
crescimento em ágar PCA. A fim de evitar esse problema, é possível realizar uma lavagem 393 
previamente ao plaqueamento em ágar PCA. 394 
A ausência de correlação entre o nível de aderência do biofilme quantificado por 395 
cristal violeta e a viabilidade celular após terapia antimicrobiana já foi descrita em alguns 396 
estudos. 39,40 Outro estudo, todavia, encontrou correlação entre essas variáveis e mencionou a 397 
diferença no modo de classificação como possível causa da discrepância.31 398 
Poucos autores abordam a possível existência de biofilme em peles alógenas. Tendo 399 
isso em vista, o planejamento dos tratamentos atualmente realizados tem como base a 400 
existência apenas de células no estado planctônico, não levando em consideração mecanismos 401 
de erradicação de células no estado de biofilme. Como pode ser observado através dos 402 
resultados de viabilidade celular deste trabalho, a determinação do MIC não é uma 403 
metodologia adequada para elaboração de tratamento quando na presença de biofilme em 404 
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peles alógenas humanas. Dessa forma, os tratamentos para peles alógenas humanas a serem 405 
utilizados em bancos de peles devem ser elaborados tendo em vista a presença de bactérias 406 
formadoras de biofilme e assim determinar concentrações de antimicrobianos adequadas e/ou 407 
a implantação de técnicas e agentes, como sonicação e ácido peracético1, já conhecidas por 408 
serem efetivas sobre esse estado bacteriano.  409 
Diante do exposto, é de suma importância que mais estudos avaliem a formação de 410 
biofilme por bactérias isoladas diretamente de peles alógenas e que novos tratamentos sejam 411 
elaborados já pensando na erradicação de bactérias no estado de biofilme.  412 
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3. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 
Os resultados obtidos estão de acordo com a hipótese inicial de que a formação de 
biofilme provoca um aumento da tolerância bacteriana aos antimicrobianos utilizados nos 
tratamento do banco de pele.  
A maioria dos isolados analisados foi formadora de biofilme em diferentes níveis de 
aderência. Os valores de MIC para o antimicrobiano penicilina, utilizado atualmente no 
coquetel do Banco de Pele de origem dos isolados analisados, foram superiores aos demais 
antimicrobianos analisados. Os valores de MBIC apresentaram-se muito superiores aos 
valores de MIC para todos os antimicrobianos analisados. Os valores de MBEC também 
foram superiores aos valores de MBIC.  
Como perspectiva desse trabalho está a realização de uma etapa de lavagem 
previamente ao plaqueamento na metodologia do MBEC. Tendo em vista que a aderência do 
biofilme varia de acordo com a superfície de adesão, os resultados desse trabalho serão 
utilizados para a realização de testes com antimicrobianos sobre peles alógenas humanas, 
mimetizando os procedimentos realizados pelo banco de pele.  Além disso, novas 
metodologias visando atingir células bacterianas no estado de bifilme, como ácido peracético 
e sonicação, serão testadas buscando possível implementação de novo tratamento no Banco de 
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